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Konoplja (Cannabis sativa L.) je enoletna rastlina, ki naj bi izvirala iz osrednje Azije. Že v 
preteklosti je bila znana kot rastlina, ki ima veliko različnih možnosti uporabe. Skozi 
zgodovino so industrijsko konopljo pridelovali predvsem zaradi njenih vlaken, hranilnih in 
zdravilnih lastnosti. Prav zaradi tega pa v zadnjih letih narašča popularnost in uporaba 
konopljinih semen in olja (Vonapartis in sod., 2015). Konopljina semena so izjemen vir 
hranilnih snovi, saj so bogata z večkrat nenasičenimi maščobnimi kislinami, pomembnimi 
aminokislinami in lahko prebavljivimi beljakovinami (Callaway, 2004). Prav tako so 
konopljina semena bogat vir različnih bioaktivnih komponent, med njimi so tudi 
kanabinoidi, terpeni in fenolne spojine, ki imajo številne pozitivne učinke. 
 
Fitokemikalije oz. bioaktivne komponente v hrani so trenutno predmet mnogih raziskav in 
velikega zanimanja. Nedavne raziskave so pokazale, da so mnoge polifenolne komponente, 
ki so pridobljene iz živil, bolj učinkovite in vivo kot vitamina E in C. Prav zaradi tega 
močno pripomorejo k zaščitnim učinkom v organizmu. Trenutno se posveča veliko 
pozornosti proizvodnji rastlin kot vira antioksidantov, ki se lahko uporabljajo za povečanje 
hranilne vrednosti živil ter tudi ohranjanje daljše svežine izdelkov. Pri tem igrajo veliko 
vlogo flavonoidi, ki prispevajo k antioksidativnim učinkom prehrane posameznika (Rice-
Evans in sod., 1997). 
 
V okviru diplomske naloge smo želeli določiti vsebnost fenolnih spojin v osmih različnih 
sortah konopljinih semen in s tem pokazati, da se vsebnost fenolnih komponent med 
posameznimi sortami razlikuje. Analizirali smo tudi, kakšen antioksidativni potencial 
(AOP) imajo različna konopljina semena. Želeli smo ugotoviti, kako antioksidanti iz 
posameznih sort učinkujejo v homogenem in heterogenem okolju in primerjati vpliv okolja 
na učinkovitost.  
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1.1 CILJ NALOGE 
 
V okviru diplomske naloge bomo iz različnih sort konopljinih semen pripravili izvlečke z 
uporabo ekstrakcijskega topila (70 % etanola). Cilj naloge je primerjati vsebnost fenolnih 
spojin v konopljinih semenih različnih sort in antioksidativno učinkovitost pripravljenih 
izvlečkov v homogenem (etanol) in heterogenem (emulzija linolne kisline v vodi) okolju. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Postavili smo naslednje hipoteze: 
 
 Konopljina semena vsebujejo fenolne spojine. 
 
 Vsebnost fenolnih spojin je odvisna od sorte konoplje. 
 
 Antioksidativni potencial semen je odvisen od sorte konoplje. 
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Cannabis sativa L. ali industrijska konoplja spada v družino Cannabinaceae in je enoletna 
rastlina. Izvira iz osrednjega dela Azije in je že v zgodovini igrala pomembno vlogo pri 
proizvodnji živil, zdravil in je vir vlaknin. Več stoletij je bila znana kot ena iz med 
najpomembnejših poljščin, ki je predstavljala surovino za oblačila, hrano, olje za 
razsvetljavo in za zdravila (Frassinetti in sod., 2018). Poznamo dva glavna tipa Cannabis 
sativa L.: C. sativa subs. indica, ki lahko vsebuje psihoaktivno snov ∆9-tetrahidrokanabiol 
(THC) v koncentracijah med 1 in 20 %. Drugi tip je C. sativa subsp. sativa ali industrijska 
konoplja, ki vsebuje THC v koncentraciji do 0,3 % in nima psihoaktivnih učinkov 
(Rodriguez-Leyva in Pierce, 2010). 
 
2.1.1 Konopljina semena 
 
 Konopljina semena se trenutno v največji meri uporabljajo kot krma, vendar njihova 
priljubljenost (in izdelkov iz konopljinih semen) v zadnjem času zelo narašča tudi v 
prehrani za ljudi. So idealen vir hranilnih snovi in vsebujejo vse esencialne aminokisline 
ter maščobne kisline v ustreznem razmerju (Frassineti in sod., 2018). Konopljina semena 
običajno vsebujejo preko 30 % maščobe, okoli 25 % beljakovin in velike količine 
prehranske vlaknine, vitaminov ter mineralov (vitamini E, B1 ter B2 in minerali, kot so 
fosfor, kalij, magnezij, kalcij, železo, natrij, mangan, cink ter baker). Maščoba v 
konopljinih semenih vsebuje več kot 80 % večkrat nenasičenih maščobnih kislin in je 
bogat vir dveh esencialnih maščobnih kislin: linolne (omega-6) in α-linolenske (omega-3) 
kisline. Glavni beljakovini, ki sta prisotni v konopljinih semenih, sta edestin in albumin. 
Oba sta skladiščna proteina, ki ju telo lahko enostavno prebavi ter vsebujeta velike količine 
esencialnih aminokislin. Konopljina semena vsebujejo tudi visok nivo aminokisline arginin 
(Callaway, 2004). 
 
2.1.3 Nekateri zdravstveni učinki konopljinih semen 
 
Kot je bilo že omenjeno, vsebujejo konopljina semena vse esencialne aminokisline. 
Vsebujejo tudi velike količine aminokisline arginin, ki je metabolični prekurzor za 
nastanek dušikovega oksida. Ta molekula je ključnega pomena pri prenosu signalov v 
kardiovaskularnem sistemu in je odgovorna za homeostazo, fibrinolizo, interakcije 
trombocitov in levkocitov z arterijsko steno, regulacijo napetosti žil, proliferacijo gladkih 
mišičnih celic in homeostazo krvnega pritiska (Rodriguez-Leyva in Pierce, 2010). 
Konopljina semena imajo tudi zelo ugodno razmerje med omega-3 in omega-6 
maščobnimi kislinam (1:2 do 1:3), kar se smatra kot optimalno za zdravje človeka. Danes 
se v prehrani to razmerje precej razlikuje od preteklosti in se giblje med 20:1 in 30:1, to pa 
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naj bi bilo povezano z razvojem kroničnih bolezni. Med te spadajo sladkorna bolezen, 
hipertenzija, artritis, osteoporoza, srčno-žilne bolezni, inflamatorna in avtoimuna obolenja 
ter rak. Ker imajo konopljina semena bolj ugodno razmerje med omega-3 in omega-6 
maščobnimi kislinami, bi lahko teoretično prispevala k zmanjšanju tveganja za kronične 
bolezni, ki so trenutno zelo razširjene v zahodni družbi (Rodriguez-Leyva in Pierce, 2010). 
Tudi rezultati raziskav na živalih so pokazali, da se po 8 tednih uživanja prehranskih 
dodatkov z 10 % konopljinih semen, agregacija krvnih ploščic, do katere je prišlo zaradi 
povišanega holesterola, povrne na normalno raven (Rodriguez-Leyva in sod., 2011). 
 
2.2 BIOAKTIVNE KOMPONENTE V INDUSTRIJSKI KONOPLJI 
 
To so številne kemijske komponente, ki nastanejo v konoplji v okviru sekundarnega 





V literaturi je omenjenih več kot 90 različnih kanabinoidov, pri čemer so nekateri iz med 
teh razpadni produkti osnovnih. Prevladujoče komponente so ∆9-tetrahidrokanabinolna 
kislina (THCA), kanabidiolna kislina (CBDA), kanabinolna kislina (CBNA), 
kanabigerolna kislina (CBGA), kanabikromenska kislina (CBCA) in kanabinodiolna 
kislina (CBNDA). Te komponente se nahajajo tako v industrijski konoplji, kot tudi v ne-
industrijski. Pri slednji je prevladujoča komponenta THCA, v industrijski pa CBCA. 
Koncentracija posameznih kanabinoidov je odvisna predvsem od vrste tkiva, starosti, 
pogojev rasti, časa pobiranja in skladiščnih pogojev. Večina bioloških učinkov 
kanabinoidov je povezana z interakcijo z endokanabinoidnim sistemom pri človeku. 
Kanabidiol (CBD) (nastane z dekarboksilacijo CBDA) je v in vitro in tudi pri živalskih 
študijah pokazal, da ima pozitivne učinke pri anksioznosti, slabosti, artritisu in deluje 
protivnetno, anti-bakterijsko ter proti glivno. CBD je pokazal tudi potencial kot 
terapevtsko sredstvo pri boleznih centralnega živčevja (epilepsija, nevrodegenerativne 




Terpeni so največja skupina med bioaktivnimi spojinami v Cannabisu. Identificirali so več 
kot 100 različnih molekul, te pa so odgovorne za vonj in okus različnih sort konoplje. 
Nekateri iz med terpenov, ki so jih našli v različnih delih konoplje, so: D-limonen, β-
amirin, cikloartenol, linalol, β-mikren, β- in α-pinen, itd. Terpeni so lipofilne komponente, 
ki lahko brez težav prečkajo membrano. Imajo širok nabor farmakoloških učinkov, ki so 
opisani v različni literaturi. D-limonen naj bi imel proti-rakav in imunostimulativen učinek 
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pri ljudeh. β -mikren naj bi imel anti-inflamatorne in analgetske lastnosti (Andre in sod., 
2016). 
 
2.2.3 Fenolne komponente 
 
Fenolne komponente so najbolj razširjena skupina sekundarnih metabolitov v rastlinskem 
svetu in vključujejo med drugim tudi fenolne kisline, flavonoide, flavonole in flavone. V 
konoplji so identificirali okoli 20 flavonoidov, ki večinoma spadajo v podkategorijo 
flavonolov in flavonov. Med te spadajo O-glikozidne različice luteolina, kaempferola, 
kvercetina, kot tudi kanflavin A in kanflavin B. Slednja se nahajata le v konoplji. Fenolne 
komponente delujejo kot antioksidanti in ščitijo rastline pred oksidativnim stresom. Pri 
ljudeh pa je bilo dokazana korelacija med vnosom fenolnih komponent in zmanjšani 
pojavnosti kroničnih bolezni, kot so rak, kardiovaskularne in nevrodegenerativne bolezni. 
Ti pozitivni učinki pa niso samo posledica antioksidativnih učinkov fenolnih komponent, 
saj so le te v organizmu slabo biorazpoložljive. Flavoni in flavonoli, ki jih najdemo v 
konoplji, imajo mnoge biološke učinke, med drugim tudi nekatere, ki so podobni učinkom 
terpenov in kanabinoidov. Kanflavin A in B sta komponenti z močnim anti-inflamatornim 
učinkom (Andre in sod., 2016). Zelo pomembne fenolne komponente so tudi 
kafeoiltiramin in kanabizin A, B in C. Kanabizin B in kafeoiltiramin, ki so ju izolirali iz 
konopljinih semen, sta pokazala visoko aktivnost pri lovljenju prostih 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH•) radikalov ter naj bi ščitila pred in vitro oksidacijo LDL (lipoproteini 
nizke gostote). LDL prisoten v krvi v nativni obliki nima toliko škodljivih učinkov, kot pa 
LDL, ki se pretvori v oksidirano obliko, če so v telesu prisotni prosti radikali. Vse to lahko 
vodi v kardiovaskularne bolezni, zato lahko uživanje antioksidantov pomaga preprečiti 
kardiovaskularne bolezni. Fenolne spojine iz rastlin pozitivno korelirajo z zaščito LDL. To, 
da sta kanabizin B in kafeoiltiramin pokazala sposobnost zaščite LDL pred oksidacijo, 
kaže na to, da bi se lahko uporabljala tudi kot prehranski dodatek proti oksidaciji LDL 
(Chen in sod., 2012). 
 
2.3 ANTIOKSIDANTI  
 
Antioksidanti so skupina strukturno raznolikih spojin, ki preko različnih reakcijskih 
mehanizmov ščitijo živila pred oksidativnimi spremembami. Le te pa povzročijo 
nezaželene spremembe v živilu in vodijo v nastanek spojin, ki slabšajo prehransko in 
senzorično kakovost, prav tako pa lahko nastanejo tudi toksične spojine (Abramovič, 
2011). Antioksidanti, ki jih zaužijemo, ščitijo organizem pred oksidirajočimi dejavniki in 
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3.1.1 Konopljina semena 
 
Konopljina semena različnih sort so bila vzgojena leta 2018 v okviru Ciljnega 
raziskovalnega projekta »Pridelava industrijske konoplje (Cannabis sativa L.) v Sloveniji«. 
Konopljina semena so bila do analize shranjena v hladilniku na temperaturi 4 °C. Iz 
konopljinih semen smo pripravili izvlečke z ekstrakcijskim topilom, 70 % etanolom. 
Analizirali smo sorte konopljinih semen: Tiborszallasi, Fedora 17, Santhica 27, Monoica, 
Kompolti Hibrid TC, USO 31, KC Dora in Futura 75. 
 
3.1.2 Kemikalije in reagenti 
 
Za analize smo uporabili naslednje kemikalije: 
 
 tekoči dušik, 
 heksan, 
 96 % etanol, 
 Folin Ciocalteujev reagent, 
 natrijev karbonat (Na2CO3), 
 kavna kislina, 
 DPPH• reagent, 
 β-karoten, 
 kloroform, 
 linolna kislina, 
 Tween 20. 
 




Za analize smo uporabili različen pribor: 
 
 plastične epruvete s pokrovom 




 epice (Eppendorf, Nemčija), 
 puhalka z destilirano vodo, 
 tehtič, 
 ladjica,  
 plastične kivete,  
 žlička za tehtanje, 
 bučke, 
 bučka za rotavapor 
 steklene epruvete, 
 nastavki za pipete,  
 stojalo za epruvete, 
 zamaški za steklene epruvete. 
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Za analize smo uporabili različne naprave: 
 
 analitska tehtnica (Mettler Toledo AT201), 
 vrtinčnik (VWR), 
 hladilnik (Gorenje, Slovenija), 
 magnetno mešalo (IKA RH basic C), 
 avtomatske pipete (Eppendorf, Nemčija), 
 centrifuga (Centric200 in Centric 322A), 
 stresalnik (Shaker Vortex 3, Slovenija), 
 ultrazvočna kopel (Sonorex TK 52), 
 spektrofotometer (Hewlett-Packard), 




3.2.1 Homogenizacija in razmastitev semen 
 
Pripravo vzorcev za ekstrakcijo smo pričeli s homogenizacijo in razmastitvijo semen. 
Zatehtali smo 10 g semen v 50 mL plastično epruveto s pokrovom. Semena smo stresli v 
električni mlinček in prelili s tekočim dušikom. Nato je sledilo mletje v mlinčku (20 
sekund). Zmleta semena smo pretresli nazaj v plastično epruveto. Mlinček smo pred 
naslednjim mletjem dobro očistili.  
 
Sledila je razmastitev semen. V plastično epruveto, ki je vsebovala 10 g zmletih semen 
smo dodali 25 mL heksana in pokrito epruveto namestili na stresalnik. Stresali smo 10 min 
pri hitrosti 200 obr/min, nato pa centrifugirali 10 min pri 6000 obr/min. Zavrgli smo 
supernatant ter ta isti postopek ponovili še dvakrat. Oborino, ki je predstavljala razmaščena 
semena, smo pretresli na petrijevke in jih odprte pustili čez noč v digestoriju. Naslednji dan 




Ekstrakcijo različnih sort konopljinih semen smo opravili v 70 % (v/v) etanolu. V 15 mL 
plastično epruveto s pokrovom smo zatehtali 2,0 g zmletih in razmaščenih semen konoplje. 
Dodali smo 10,0 mL 70 % etanola, epruveto dobro zaprli in ročno premešali vsebino. Nato 
smo epruvete pritrdili na stresalnik in nastavili na hitrost 175 obr/min. Vzorce smo nato 
ovili v aluminjasto folijo. Stresanje je potekalo 2 uri. Pri tem smo po 1 uri stresanja vzorce 
ročno premešali. Po 2 urah smo vzorce tretirali v ultrazvočni kopeli 30 min. Sledilo je 
Šetina U. Antioksidativni potencial konopljinih semen.  




zopet stresanje na stresalniku 3 ure pri sobni temperaturi. Pri tem smo na vsake pol ure 
stresalnik ustavili in vzorce še ročno premešali. Skupno je ekstrakcija trajala 5 ur in 30 
min. Za vsak vzorec konopljinih semen smo ektrakcijo opravili v treh paralelkah. Po 
končani ekstrakciji smo vzorce centrifugirali 10 min pri 6000 obr/min. Supernatant smo 
previdno prelili v plastično epruveto s pokrovom in izvlečke shranili v hladilnik do analize.  
 
3.2.3 Določitev skupnih fenolnih spojin s Folin Ciocalteujevo metodo 
 
Vsebnost skupnih fenolnih spojin smo določili po Folin Ciocalteujevi metodi (FC metodi), 
ki jo je opisal Gutfinger (1981). Metoda temelji na sposobnosti antioksidanta, da odda 




  +   e
-
   →   Mo5+                              (1)
                         
 
 
Reducirana oblika kompleksa, ki modro obarva reakcijsko zmes, absorbira svetlobo pri 
valovni dolžini 765 nm. Vsebnost kompleksa pri različnih koncentracijah antioksidanta 
določimo spektrofotometrično. Večja vrednost za absorbanco pomeni boljšo redukcijsko 
sposobnost antioksidantov (Abramovič, 2011). 
 
Izvlečke smo vzeli iz hladilnika in jih temperirali pri sobni temperaturi 40 min. V tem času 
smo pripravili razredčen Folin Ciocalteujev reagent (FC reagent) z vodo v razmerju 1 : 2 
(v/v). Pripravili smo tudi 20 % (w/v) raztopino Na2CO3. Zatehtali smo 2,0 g Na2CO3, 
kvantitativno prenesli v 10 mL bučko in z vodo dopolnili do oznake. Za vsak izvleček smo 
delali Folin Ciocalteu metodo v treh paralelkah. Najprej smo v epicah pripravili ustrezno 
razredčitev izvlečka tako, da smo odpipetirali 50 μL izvlečka (Vp.izvl.), dodali 950 μL 70 % 
etanola in premešali na vrtinčniku. V nove epice smo odpipetirali 0,2 mL razredčenega 
izvlečka (Vraz. izvl.), zatem dodali 0,125 mL FC reagenta in pričeli z merjenjem časa. Po 5 
min od dodatka FC reagenta smo dodali 0,125 mL 20 % raztopine Na2CO3 in dopolnili z 
vodo do 1 mL. Sledilo je centrifugiranje 10 min pri 13000 obr/min. Po 40 min od dodatka 
FC reagenta smo vzorcem izmerili absorbanco pri 765 nm (A765). Pred tem smo 
spektrofotometer umerili s slepim vzorcem, ki je bil pripravljen po enakem postopku kot 
ostali vzorci, le da je namesto izvlečka vseboval 0,2 mL 70 % etanola. Za pripravo 
umeritvene krivulje smo uporabili kavno kislino. Raztopino kavne kisline smo pripravili 
tako, da smo v ladjico zatehtali 10 mg kavne kisline in kvantitativno prenesli v 100 mL 
bučko. Da se je kavna kislina lažje raztopila, smo dali raztopino za nekaj minut v 
ultrazvočno kopel. Zatem smo do oznake 100 mL dopolnili s 70 % etanolom. 
Koncentracija pripravljene izhodne raztopine je bila 100 μg/mL. V epice smo odmerili 
različne volumne izhodne raztopine kavne kisline in 70 % etanola. Nato smo nadaljevali po 
postopku FC metode. Umeritveno krivuljo smo naredili v dveh ponovitvah.  
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Iz vrednosti za absorbanco in masno koncentracijo kavne kisline v reakcijski zmesi smo 
narisali umeritveno krivuljo, ki je prikazana na Sliki 1. Z linearno regresijo smo določili 
naklon premice, k, ki znaša 0,0992.  
 
 
Slika 1: Umeritvena krivulja s kavno kislino 
Vsebnost skupnih fenolnih spojin v izvlečkih smo izrazili kot masno koncentracijo 
fenolnih spojin v izvlečkih (γ). Izračunamo jo iz koncentracije fe nolnih spojin v reakcijski 
zmesi (γr.zm.), koncentracije fenolnih spojin v razredčenem izvlečku (γraz.izvl.), volumna 
ustrezno razredčenega izvlečka (Vraz. izvl.) in faktorja razredčitve izvlečka (R) s pomočjo 
naslednjih zvez: 
 
R = Vraz. izvl.  / Vp. izvl.          (2) 
 
γr.zm.  =  A765  /  k         (3)
                                     
γraz. izvl.  =   ( γr.zm.   ×  Vr.zm. )  /  Vraz. izvl.       (4) 
 
γ  =  γraz. izvl. × R         (5) 
 
Vr.zm. - volumen reakcijske zmesi 
k - naklon umeritvene krivulje 
Vp. izvl.  - volumen pipetiranja izvlečka pri pripravi razredčitve 
 
Maso fenolnih spojin v izvlečku (mf.sp. v izvl.) izračunamo iz zveze:      
 
mf.sp. v izvl. =  γ × Vizvl         (6) 
Vizvl.  - celoten volumen pripravljenega izvlečka 
 
Upoštevamo, da je masa fenolnih spojin v celotnem izvlečku enaka masi fenolnih spojin v 
zatehti semen:  
 
y = 0,0992x 













γr.zm. (mg/L)  
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mf.sp. v izvl.  =  mf.sp. v zatehti semen         (7) 
 
Vsebnost skupnih fenolnih spojin v semenih izrazimo kot miligram kavne kisline na g 
razmaščenih semen (mgKK/g). Maso fenolnih spojin na gram razmaščenih semen (mf.sp./g 
semen) izračunamo iz naslednje zveze:  
 
mf.sp./g semen  =  mf.sp. v zatehti semen  / msemen       (8) 
 
3.2.4 Določitev sposobnosti lovljenja radikala DPPH• 
 
Z metodo DPPH• smo določili, kakšno sposobnost lovljenja prostih radikalov imajo 
antioksidanti v izvlečkih različnih vrst konopljinih semen. Izvedli smo jo po principu 
Brand-Williamsa in sod. (1995). DPPH• test je ena izmed najstarejših metod za določitev 
sposobnosti antioksidantov za lovljenje radikalov. Metoda je spektrofotometrična, DPPH•  
radikal absorbira pri 517 nm. Analiza temelji na reakciji med DPPH• in antioksidandom. 
Redukcija DPPH• se določi na podlagi znižanja absorbance pri karakteristični valovni 
dolžini med potekom reakcije. Pri tej reakciji radikal DPPH• reagira z antioksidantom in 
pri tem postane stabilna molekula DPPH-H. Opazovali smo znižanje absorbance, pri čemer 
večje znižanje pomeni boljšo antioksidativno učinkovitost.  
 
Za pripravo raztopine DPPH• smo v ladjico zatehtali 7,88 mg DPPH•, ki smo ga 
kvantitativno prenesli v 200 mL čašo, ovito v aluminijasto folijo, saj je reagent zelo 
občutljiv na svetlobo. V čašo smo dodali 150 mL 96 % etanola in pokrili s parafilmom. 
Raztopino smo mešali na magnetnem mešalu 20 min, da se je DPPH• dobro raztopil, 
potem pa smo to raztopino kvantitativno prenesli v 200 mL bučko in dopolnili do oznake. 
Bučko smo prav tako ovili v aluminijasto folijo in reagent hranili v hladilniku samo 2 dni. 
Izvlečke smo pred analizo temperirali na sobni temperaturi in jih nato premešali na 
vrtinčniku. DPPH• metodo smo izvajali na združenih izvlečkih, kar pomeni, da smo 
združili vse tri izvlečke paralelnih ekstrakcij iz ene sorte. To smo storili tako, da smo iz 
vsake paralelke odpipetirali 0,5 mL izvlečka in ga prenesli v epico. Steklene epruvete smo 
označili in zavili v aluminijasto folijo ter v njih pripravili 5 različnih razredčitev. V vsako 
smo odpipetirali različne volumne izvlečka (Vp), dodali 70 % etanol do 0,1 mL in nato 2,9 
mL raztopine DPPH•. Epruvete smo zamašili in premešali na vrtinčniku. Na enak način 
smo pripravili tudi kontrolni vzorec, kjer smo odmerili 2,9 mL raztopine DPPH• in 0,1 mL 
70 % etanola. Sledilo je merjenje absorbance. Najprej smo umerili spektrofotometer pri 
valovni dolžini 517 nm na slepi vzorec, ki je predstavljal 96 % etanol. Nato smo v kivete 
postopoma prelili kontrolni vzorec in ostale vzorce ter po 30 min od dodatka raztopine 
DPPH• izmerili absorbanco kontrolnega vzorca (Ak 517) in ostalih vzorcev (Avz 517). Na 
koncu smo še enkrat izmerili absorbanco za kontrolni vzorec. 
 
Za vsak vzorec smo izračunali delež preostalega DPPH• (wpreostali DPPH) po naslednji zvezi: 
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wpreostali DPPH   =  ( Avz 517   /  Ak 517 )   ×  100 %                                                          (9) 
 
Če je po 30 min inkubacije v reakcijski zmesi ostal večji delež radikala DPPH•, to pomeni, 
da je antioksidant manj učinkovit pri lovljenju prostih radikalov. V kontrolnem vzorcu ni 
izvlečka, zato je v kontrolnem vzorcu največji (100 %) možni delež preostalega DPPH•. 
 
Linearno odvisnost wpreostali DPPH• od γreakc.zm. opišemo z naslednjo zvezo: 
 
wpreostali DPPH   =  100 %  +  k  ×  γreakc.zm.      (10) 
 
Smerni koeficient, k, določimo z linerano regresijsko analizo s pomočjo programa Excel.  
 
Sposobnost antioksidantov za lovljenje DPPH• izrazimo kot koncentracijo antioksidantov 
v reakcijski zmesi, ki je potrebna, da se začetna količina DPPH• zmanjša za 50 % (EC50 
DPPH). Pri tem večja EC50 DPPH pomeni manjšo antioksidativno učinkovitost. EC50 DPPH 
izračunamo po naslednji enačbi: 
 
EC50 DPPH   =  -50 % / k                                                                                             (11) 
  
3.2.5 Razbarvanje β-karotena 
 
Za določanje antioksidativne učinkovitosti izvlečkov konopljinih semen smo uporabili 
metodo razbarvanja β-karotena. Je spektrofotometrična metoda, ki temelji na tem, da so 
različni izvlečki sposobni zmanjšati oksidativne izgube β-karotena v emulziji β-karotena in 
linolne kisline. Vsebnost β-karotena pri različnih sortah konopljinih semen spremljamo 
spektrofotometrično pri valovni dolžini 470 nm (Moure in sod., 2000). Manjša absorbanca 
pomeni večji obseg razbarvanja β-karotena. To pa pomeni slabšo učinkovitost 
preiskovanih antioksidantov v emulziji.  
 
Pred začetkom analize smo morali pripraviti ustrezne razredčitve izvlečkov tako, da je bila 
končna koncentracija v razredčenem izvlečku 70 mg/L. Za pripravo raztopine β-karotena v 
kloroformu smo najprej zatehtali 2 mg β-karotena in ga raztopili v 10 mL kloroforma. 
Zaradi občutljivosti β-karotena na svetlobo, smo raztopino hranili v steklenički, ki je bila 
ovita v alu folijo. Za pripravo emulzije z β-karotenom smo v 200 mL bučko za rotavapor 
odmerili 3 mL kloroformne raztopine β-karotena, 60 μL linolne kisline in 600 μL Tweena 
20. Vse skupaj smo počasi in previdno premešali. Sledilo je odparevanje kloroforma na 
rotavaporju (temperatura 40°C, tlak 50 mbar). Preostanku po odparevanju smo dodali 150 
mL destilirane vode in dobro premešali. Pripravili smo tudi emulzijo za slepi vzorec tako, 
da smo v 100 mL erlenmajerico odpipetirali 20 μL linolne kisline, 200 μL Tweena 20 ter 
postopoma med mešanjem dodajali še 50 mL destilirane vode. Erlemajerico smo dobro 
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zaprli in ovili v alu folijo. Za slepi vzorec smo v stekleno epruveto odmerili 5 mL emulzije 
za slepi vzorec, 200 μL 70 % etanola, zaprli in dobro premešali. Pripravili smo tudi dva 
kontrolna vzorca, za katera smo odpipetirali v dve stekleni epruveti po 5 mL emulzije z β-
karotenom in 200 μL 70 % etanola, dobro zaprli in premešali. Na koncu smo pripravili še 
emulzije z izvlečki. Za vsako sorto semen smo delali v dveh paralelkah. V steklene 
epruvete smo odmerili po 5 mL emulzije z β-karotenom in 200 μL razredčenega izvlečka, 
dobro premešali in zaprli. Vsebino v epruvetah smo inkubirali v kopeli pri temperaturi 
50 °C. V časovnih intervalih t = 0, 30, 60, 90 in 120 min smo merili absorbanco 
kontrolnega vzorca (Ak 470)  in emulzije z izvlečkom (Avz. 470). Pred tem smo umerili 
spektrofotometer proti slepemu vzorcu. Vse vzorce smo v času inkubacije imeli pokrite z 
alu folijo, da so bili zaščiteni pred svetlobo.  
 
Ko smo pridobili rezultate, smo izračunali Avz. 470 (t=0) – Avz. 470 (t=x) in Ak 470 (t=0) – Ak 470 (t=x) 
pri različnih časih inkubacije. Pri tem Avz. 470 (t=0) – Avz. 470 (t=x) predstavlja obseg 
razbarvanega β-karotena v emulziji z izvlečkom, Ak 470 (t=0) – Ak 470 (t=x) pa pomeni obseg 
razbarvanega β-karotena v emulziji brez izvlečka (kontrolni vzorec). 
 
Antioksidativno učinkovitost v emulziji (AU) smo izračunali iz naslednje zveze: 
 
AU = [ 1 – (Avz. 470 (t=0) – Avz. 470 (t=x)) / (Ak 470 (t=0) – Ak 470 (t=x)) ]  x  100 %                   (12) 
 
Avz. 470 (t=0) pomeni absorbanca vzorca pri valovni dolžini 470 nm ob času t = 0 
Avz. 470 (t=x) pomeni absorbanca vzorca pri valovni dolžini 470 nm ob času t = x 
Ak 470 (t=0) pomeni absorbanca kontrolnega vzorca pri valovni dolžini 470 nm ob času t = 0 
Ak 470 (t=x) pomeni absorbanca kontrolnega vzorca pri valovni dolžini 470 nm ob času t = x 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 DOLOČANJE KONCENTRACIJE SKUPNIH FENOLNIH SPOJIN S FOLIN 
CIOCALTEUJEVO METODO 
 
Za določanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin v različnih izvlečkih konopljinih semen 
smo le te analizirali spektrofotometrično pri valovni dolžini 765 nm s FC metodo. Kot 
standard smo uporabili kavno kislino, zato so vsebnosti fenolnih spojin v izvlečkih 
izražene kot miligram kavne kisline na gram razmaščenih semen (mg KK/g). 
 
Na Sliki 2 lahko vidimo, da se vrednosti za vsebnost fenolnih spojin v semenih med 
posameznimi sortami konoplje razlikujejo. Vrednosti se gibljejo od 1,84 mg KK/g pa do 
2,58 mg KK/g. Pri tem ima najmanjšo vsebnost fenolnih spojin sorta USO 31, največjo pa 
imata sorti Tiborszallasi in Fedora 17. Pri nekaterih sortah lahko opazimo relativno velike 
razlike med posameznimi paralelkami, kar bi lahko pojasnili tudi z napakami pri delu. Te 
napake bi lahko odpravili z več ponovitvami analize.  
 
 
Slika 2: Vsebnost skupnih fenolnih spojin fenolnih spojin v različnih sortah konopljinih semen, podana kot 
mg kavne kisline na g razmaščenih semen (mg KK/g) 
Frassinetti in sod. (2018) so v  raziskavi določali vsebnost skupnih fenolnih spojin v 
konopljinih semenih. Njihove vrednosti so se gibale v podobnem območju kot naše (2,21 ± 
0,08 mg GK/ g), vendar pa pri medsebojni primerjavi potrebno omeniti, da so oni za 
standard uporabili galno kislino, mi pa kavno kislino. Primerjali so tudi, kako se vsebnost 
fenolov spreminja s časom kaljenja in prišli do zaključka, da se vsebnost flavonoidov in 
flavonolov poveča s časom kaljenja. 
 
Chen in sod. (2012) so v raziskavi opravili analizo dveh različnih sort konopljinih semen. 
V semenih so ločili jedro od luščine in analizirali vsebnost fenolnih spojin v obeh delih 
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različnimi topili. Za primerjavo lahko vzamemo rezultate ekstrakcijskega topila 75 % 
etanol (mi smo uporabili 70 % etanol). Njihove vrednosti za eno sorto so bile 0,99 ± 0,11 
mg GK/100 mg posušenega izvlečka (jedro) in 11,00 ± 0,24 mg GK/100 mg posušenega 
izvlečka (luščina), za drugo sorto pa so se vrednosti gibale od 1,03 ± 0,10 mg GK/100 mg 
posušenega izvlečka (jedro) in 4,85 ± 0,39 mg GK/100 mg posušenega izvlečka (luščina). 
Za primerjavo z rezultati pridobljenimi pri naši diplomski nalogi moramo vrednosti 
omenjene raziskave preračunati na gram razmaščenega materiala. Ob upoštevanju 
izkoristka ekstrakcije (izkoristek = masa posušenega izvlečka * 100 % / masa 
razmaščenega materiala), ki so ga podali v raziskavi, lahko izračunamo maso 
razmaščenega materiala, iz katere so Chen in sodelavci (2012) pridobili 100 mg 
posušenega izvlečka (masa razmaščenega materiala, iz katere so pridobili 100 mg 
posušenega izvlečka = 100 mg *100 % / izkoristek). Tako dobimo naslednje vrednosti za 
maso razmaščenega materiala, iz katere so pridobili 100 mg posušenega izvlečka: za prvo 
sorto (jedro) 1240,7 mg, (luščina) 4854,4 mg in za drugo sorto (jedro) 1133,8 mg, (luščina) 
4464,3 mg. Vsebnost fenolnih spojin izražena na g razmaščenega materiala je torej 0,80 
mg GK/g (jedro) in 2,27 mg GK/g (luščine), za drugo sorto pa so se vrednosti gibale 0,91 
mg GK/g (jedro) in 1,09 mg GK/g (luščine). Še vedno pa moramo biti pozorni pri 
primerjavi teh vrednosti z našo raziskavo, saj je koncentracija topila drugačna, prav tako pa 
so uporabili kot standard galno kislino. Mi smo analizirali celotna semena, vendar nam 
rezultati te raziskave lahko povejo, da se večji delež fenolnih spojin nahaja v luščini 
konopljinih semen.  
 
4.2 DOLOČANJE SPOSOBNOSTI LOVLJENJA DPPH• 
 
Sposobnost lovljenja prostega radikala DPPH• smo določali spektrofotometrično pri 
valovni dolžini 517 nm po 30 min inkubacije. Delež preostalega DPPH• smo določali pri 
različnih koncentracijah posameznih izvlečkov. Če je ostalo v reakcijski zmesi več DPPH•, 
je to pomenilo, da je antioksidant manj učinkovit pri lovljenju prostih radikalov. 
 
 
Slika 3: Delež preostalega DPPH• v reakcijski zmesi (wpreostali DPPH) v odvisnosti od masne koncentracije 
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Delež preostalega DPPH• pada z večanjem koncentracije fenolnih spojin v reakcijski 
zmesi. Na Sliki 3 je prikazan wpreostali DPPH po 30 minutni inkubaciji v odvisnosti od 
koncentracije fenolnih spojin v reakcijski zmesi za sorto USO 31. Ko v reakcijski zmesi ni 
izvlečka (torej ni prisotnih antioksidantov, γ = 0 mg/L), je delež preostalega DPPH• 
največji. Ta znaša 100 %, saj ni prisotnih antioksidantov, da bi lahko reagirali s prostimi 
radikali in zato ostane ves DPPH• v reakcijski zmesi. Ko se koncentracija fenolnih spojin v 
reakcijski zmesi veča, le ti lahko ulovijo več prostih radikalov in zato v reakcijski zmesi 
ostane manj DPPH•. Na Sliki 3 vidimo, da je odvisnost linearna. Pri risanju grafov smo 
tiste vrednosti, ki so odstopale od linearne soodvisnosti, izločili.  
 
Sposobnost lovljenja prostih radikalov DPPH• izrazimo kot koncentracijo antioksidantov, 
ki so potrebni za zmanjšanje količine DPPH• za 50 % (EC50 DPPH). Te vrednosti smo 
izračunali iz naklona premice. Primerjava vrednosti EC50 DPPH za posamezne sorte 
konopljinih semen so podane na Sliki 4. Vrednosti se med seboj kar razlikujejo in se 
gibljejo med 7,32 mg/L in 9,47 mg/L. Največjo vrednost EC50 DPPH ima sorta USO 31, 
najmanjšo pa sorta KC Dora. Večja kot je vrednost EC50 DPPH, manjši AOP ima določena 
sorta. To pomeni, da je za lovljenje prostih radikalov pri npr. sorti USO 31 in Santhica 27, 
ki imata večjo EC50 DPPH vrednost v primerjavi z ostalimi sortami, potrebna večja 
koncentracija fenolnih spojin, da se začetna količina DPPH• zmanjša za 50 %. Na podlagi 
pridobljenih rezultatov lahko sklepamo, da ima med izvlečki konopljinih semen sorta KC 
Dora največjo sposobnost za lovljenje prostih radikalov. Kavna kislina pa ima v primerjavi 
z izvlečki konoplje največjo sposobnost lovljenja radikalov.  
 
 
Slika 4: Koncentracija antioksidantov, ki je potrebna, da se začetna količina DPPH• zniža za 50 % (EC50 
DPPH), za različne sorte konopljinih semen 
Tudi Chen in sod. (2012) so določali sposobnost lovljenja prostih radikalov v različnih 
delih konopljinih semen (jedro in luščina). Kot sem že omenila pri FC metodi, so ugotovili, 
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50 % prostih radikalov je bila okoli 10 mg/L za ekstrakcijsko topilo 75 % etanol. Ugotovili 
pa so tudi, da je posebno pri DPPH• metodi pomembno tudi to, katero ekstrakcijsko topilo 
uporabimo. Za najboljše topilo sta se izkazala 50 % in 75 % aceton, nekoliko slabšo 
aktivnost je pokazal izvleček, ki so ga pridobili s 75 % etanolom. Najmanjšo aktivnost so 
zaznali pri topilih, kot so 100 % metanol, 100 % etanol, 100 % aceton in destilirana voda. 
To nam pove, da je veliko odvisno tudi od ekstrakcijskega topila, ki ga uporabimo. To bi 
lahko raziskali na primer še v naslednjih raziskovalnih nalogah.  
 
Ruslan in sod. (2018) so določali sposobnost lovljenja prostih radikalov za fenolne spojine 
v različnih ekstrakcijskih topilih, ki so jih pridobili pri belih in črnih sezamovih semenih 
(Sesamum indicum L.). Za primerjavo rezultatov smo se osredotočili na etanolni ekstrakt 
semen. EC50 sezamovih semen se je gibala v območju 25-45 mg/L za etanolni izvleček, kar 
je precej višje (slabša sposobnost lovljenja DPPH radikalov) od naših vrednosti, vendar je 
pri primerjavi potrebno poudariti, da gre za drugo družino semen.  
 
4.3 ANALIZA RAZBARVANJA β-KAROTENA 
 
Hrana je sestavljena iz različnih komponent. Velikokrat jo sestavljata tako voda kot tudi  
lipidi, kar tvori emulzijo. Če bi želeli dobiti informacijo, kako se v takšnih živilih obnašajo 
preiskovani antioksidanti, je primerno uporabiti modelni heterogeni sistem (emulzijo) za 
določanje antioksidativne učinkovitosti. V naši raziskavi smo uporabili emulzijo linolne 
kisline v vodi in izvedli metodo razbarvanja β-karotena. Prosti radikali (ROO•), ki 
nastanejo zaradi oksidacije linolne kisline, reagirajo z molekulami β-karotena, posledica 
tega pa je razbarvanje. Obseg razbarvanja pa lahko upočasnimo s prisotnostjo 
antioksidanta, ki tekmuje z β-karotenom za radikale (Terpinc in sod., 2009). Pri naši 
analizi smo spektrofotometrično (470nm) spremljali obseg razbarvanja ob različnih časih 
inkubacije. Večja kot je bila Avz. 470 (t=x), oziroma manjša kot je razlika Avz. 470 (t=0) – Avz. 470 
(t=x), manjši je bil obseg razbarvanja β-karotena. 
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Slika 5: Odvisnost Avz. 470 (t=0) – Avz. 470 (t=x)  (emulzije z izvlečki) od časa inkubacije in odvisnost Ak. 
470 (t=0) – Ak. 470 (t=x) (emulzija brez izvlečka tj. kontrolni vzorec – vijolična krivulja) od časa inkubacije 
 
Iz Slike 5 lahko razberemo, da razlika Avz. 470 (t=0) – Avz. 470 (t=x) s časom inkubacije pri vseh 
izvlečkih narašča kar pomeni, da se tudi obseg razbarvanja β-karotena povečuje. Na 
začetku je hitrost reakcije večja, kasneje pa se hitrost reakcije zmanjša. Kot rečeno, je bila 
izguba značilne oranžne barve β-karotena posledica reakcije med lipidnimi radikali in β-
karotenom. Tako lahko tudi zaključimo, da večje kot je antioksidativno delovanje fenolnih 
spojin v emulziji, manjši je obseg razbarvanja β-karotena. Vidimo tudi, da je pri emulziji, 
ki ni vsebovala antioksidantov (kontrola), obseg razbarvanja večji kot pri emulzijah z 
različnimi izvlečki. Poleg izvlečkov konopljinih semen smo analizirali tudi učinkovitost 
kavne kisline, ki smo jo uporabili kot standard pri Folin Ciocalteujevi metodi. Na Sliki 5 
lahko vidimo, da je bil obseg razbarvanja pri kavni kislini veliko večji v primerjavi z 
izvlečki konopljinih semen. Omeniti moramo tudi, da smo pri vzorcih v emulzijo odmerili 
različne volumne izvlečkov, tako da je bila končna koncentracija fenolnih spojin v emulziji 
pri vseh vzorcih enaka. Na podlagi naših podatkov lahko tudi zaključimo, da sta 
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Slika 6: Vrednosti antioksidativne učinkovitosti v emulziji (AU) za izvlečke različnih sort konopljinih semen 
po 120 min inkubacije 
 
Na Sliki 6 je prikazana primerjava AU izvlečkov iz preiskovanih sort konoplje, ki smo jo 
določili po 120 min inkubacije. Vidimo, da imata največjo AU (čeprav se ob upoštevanju 
eksperimentalne napake določitve ne razlikujejo od večine preiskovanih izvlečkov) 
izvlečka iz sorte Santhica 27 in sorte KC Dora. Najmanjšo AU (čeprav se ob upoštevanju 
eksperimentalne napake določitve ne razlikujejo od večine preiskovanih izvlečkov)pa ima 
izvleček iz sorte Kompolti Hibrid TC. Vidimo tudi, da ima med vsemi preiskovanimi 
antioksidanti najmanjšo AU kavna kislina.  
 
Ker so živila heterogeni sistemi (npr. emulzije), so le ti sestavljeni iz polarnih in nepolarnih 
snovi. V emulziji je učinkovitost antioksidantov odvisna od njihove sposobnosti za 
lovljenje radikalov in tudi od tega, kje v emulziji se nahajajo. Če so antioksidanti bolj 
polarni, bodo slabše zavirali razbarvanje β-karotena, ker ne bodo uspešno prehajali v 
nepolarno fazo (v emulgirano kapljico linolnekisline). Uspešnost sort KC Dora in Santhica 
27 lahko tako pojasnimo s tem, da so po vsej verjetnosti v teh izvlečkih prisotni 
antioksidanti bolj nepolarni, kot pri ostalih sortah, ali pa so zelo dobri lovilci prostih 
radikalov. Najmanjša AU za kavno kislino (Slika 7) pa lahko pomeni, da je v primerjavi s 
fenolnimi spojinami, ki so prisotne v izvlečkih, znatno polarnejša in se zato v manjši meri 
porazdeli v emulgirano kapljico lionolne kisline.  
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V okviru diplomskega dela smo določali vsebnost fenolnih spojin in AOP za različne sorte 
konopljinih semen. Pri določitvi AOP smo uporabili smo dve metodi, ki imata različen 
način delovanja. Obravnavali smo antioksidativno učinkovitost tako v heterogenem, kot 
tudi homogenem okolju. Na podlagi pridobljenih rezultatov lahko zaključimo, da: 
 
 konopljina semena vsebujejo fenolne spojine; 
 
 je vsebnost fenolnih spojin odvisna od sorte konoplje; 
 
 se AOP med posameznimi sortami konopljinih semen razlikuje in je odvisen od 
sorte;  
 
 se AOP v homogenem (etanol) in heterogenem (emulzija linolne kisline v vodi)  
okolju za posamezni izvleček konopljinih semen razlikuje  
 
 je sposobnost lovljenja prostih radikalov med posameznimi sortami konopljinih 
semen različna, vendar ni povezana z vsebnostjo fenolnih spojin v semenih. 
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Industrijska konoplja (Cannabis sativa L.) spada v družino Cannabinaceae in je enoletna 
rastlina. Olje konopljinih semen vsebuje veliko količino večkrat nenasičenih maščobnih 
kislin in ima optimalno razmerje omega-6 in omega-3 (2:1 do 3:1). Konopljina semena 
vsebujejo tudi veliko vitaminov, mineralov, prehranske vlaknine, esencialne aminokisline 
in lahko prebavljive beljakovine. Zaradi naštetega lahko konopljina semena prispevajo k 
zmanjšanju kroničnih bolezni.  
 
Konoplja vsebuje tudi različne bioaktivne komponente, ki prispevajo k njeni hranilni in 
zdravilni vrednosti. Nekatere iz med teh so tudi kanabinoidi, terpeni in fenolne spojine. 
Med kanabinoidi je pri industrijski konoplji najbolj zanimiv prav kanabidiol, ki je predmet 
mnogih raziskav ter ima pozitivne učinke na anksioznost, deluje antibakterijsko in ima 
ugoden vpliv na bolezni centralnega živčevja. Pomembne so tudi fenolne spojine, ki 
učinkujejo antioksidativno. Prav te pa so bile tudi osrednji del naše raziskave v diplomski 
nalogi. Z današnjim slogom življenja smo vsak dan izpostavljeni prostim radikalom, ki 
povzročajo oksidativni stres. Tako se vse bolj zavedamo, da imajo antioksidanti zelo 
pomembno vlogo v naši prehrani. Poleg tega pa tudi povečajo oksidativno stabilnost živil. 
 
Najprej smo semena zmleli in razmastili s pomočjo heksana. Iz razmaščenih semen smo  s 
70 % etanolom prodobili izvlečke. Najprej smo določili vsebnost skupnih fenolnih spojin s 
Folin Ciocalteujevo metodo. Največ fenolnih spojin sta vsebovali sorti Tiborszallasi in 
Fedora 17, najmanj pa USO 31. Določali smo tudi sposobnost lovljenja prostih radikalov 
DPPH• in ugotovili, da je med preiskovanimi sortami konoplje največjo vrednost za 
koncentracijo antioksidantov, ki je potrebna, da se začetna količina DPPH• zmanjša za 50 
% (EC50 DPPH), imela sorta USO 31, najmanjšo pa KC Dora. Večja kot je vrednost EC50 
DPPH, slabša je sposobnost lovljenja prostih radikalov. Na splošno pa so imele sorte med 
sabo podobne rezultate za EC50 DPPH. Znatno najboljšo sposobnost lovljenja radikalov 
(najmanjšo EC50 DPPH) pa je imela kavna kislina, ki smo jo sicer uporabili tudi kot standard 
pri Folin Ciocalteujevi metodi. Za tem smo analizirali še sposobnost beljenja β-karotena v 
emulziji, ki predstavlja heterogeno okolje. Najbolje sta se izkazali sorti KC Dora in 
Santhica 27. Tako kot pri DPPH• metodi je tudi pri tej metodi imela najslabšo 
antioksidativno učinkovitost sorta USO 31. Še slabšo učinkovitost v emulziji pa je imela 
kavna kislina. S tem lahko zaključimo tudi, da se AOP v homogenem (etanol) in 
heterogenem (emulzija) okolju razlikuje in je odvisen od več dejavnikov. AOP ni odvisen 
samo od vsebnosti fenolnih spojin in njihove sposobnosti za lovljenje radikalov pač pa tudi 
od porazdelitvenih lastnosti med polarno in nepolarno fazo v emulziji.  
 
Z rezultati smo pokazali, da so konopljina semena dober vir antioksidantov, prav zaradi 
tega pa so zanimiva na raziskovalnem področju. Lahko bi rekli tudi, da so konopljina 
semena funkcionalno živilo, sama konoplja pa res vsestranska rastlina.   
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